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論文内容の要旨
序論
側頭葉てんかん患者やげっ歯類のモデ、ル動物では、海馬歯状回の頼粒細胞から伸びる苔
状線維シナプスの再構築が起きていることが報告されている。この再構築された苔状線維
は、通常はほとんど見られない歯状回内分子層への投射を形成し、頼粒細胞へ再帰性の興
奮入力を行っているとされる。この再帰性の回路がてんかんの発現に寄与していると考え
られるが、再帰性の回路とてんかん発作は必ずしも連関しないという報告もある。
過去の研究では、側頭葉てんかんにおける異所性発芽を形態的に観察する方法としては
亜鉛染色である Timm 法が一般的に用いられてきた。これらの亜鉛染色は苔状線維のシナ
プス小胞が周囲の組織よりも高濃度の亜鉛を含んでいることを利用しその形態を同定する
ものである。しかし、亜鉛染色はあくまでも亜鉛の濃度差から間接的に苔状線維の小胞を
同定しているといえ、より直接的・特異的な同定法が必要であるといえる。
そこで本研究では、シナプス小胞膜結合蛋白質である VAMP-2 に pH 感受性緑色蛍光蛋
白質であるフルオリンを融合させたシナプトフルオリン (SpH) を用いた。 SpH はシナプス
前終末小胞特異的に緑色蛍光を伴って発現する小胞特異的なプレシナプスマーカーである。
本研究ではこの SpH を海馬苔状線維特異的に発現させたトランスジェニックマウスライ
ンである TV-42 マウスを実験に用いた。また、側頭葉てんかんの誘発にピロカルピンモデ
ルを適用した。これにより側頭葉てんかんによる苔状線維の異所的発芽の直接的証拠を
SpH の発現分布から得るとともに、これまで一般的に行われてきた亜鉛染色と比較検証す
ることを目的とした。
方法
生後 5'""-'7 週齢の TV-42 マウスにピロカルピンを投与後、それにより現れる発作症状を
重度によりスコアリングした。その結果からてんかん様発作の誘導が判定された個体を SE
グ、ループ、判定基準に満たなかったものを non- SE グループ、ピロカルピンに代えて生理
食塩水を投与したものをコントロールグループとして分類した。ピロカルピンもしくは生
理食塩水の投与から 5 週間以降に海馬を摘出し、海馬のセプタル側半分からスライスを作
成、蛍光顕微鏡下で蛍光画像を取得した。また、同一のスライスを
N -(6-Methoxy-8-quinolinyl)-4-metylbenzenesulfonamide (TSQ)で染色し、蛍光亜鉛染色
画像を取得した。これらの画像から海馬の領域について蛍光強度を定量化した。
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結果
コントロールグループの TV-42 マウスについて SpH' TSQ の蛍光を観察した結果、
SpH ・ TSQ ともに歯状回円から CA3c 領域までの infrapyramidal mossy fiber 上および
CA3a 領域 Stratum lucidum までの suprapyramidal mossy fiber 上に強い蛍光が観察さ
れたが内分子層においては強い蛍光は観察されなかった。 SE グループについては、 SpH'
TSQ ともにコントロールグループで確認された歯状回円から苔状線維にかけてに加え、内
分子層においても蛍光の発現が見られた。一方で non-SE グループを含む一部の動物で、
内分子層において SpH の蛍光が見られるにも関わらず TSQ の蛍光が見られないという発
現の不一致が確認された。これらの蛍光画像を定量的に解析した結果、内分子層における
相対的蛍光強度はコントロールグループ、 non- SE グループ、 SE グ、ループの順に強くなっ
ていく傾向が見られた。
CA3 領域の各層における SpH 発現の解析の結果、コントロールグループでは、 Stratum
radiatum、 Stratum pyramidale、 Stratum oriens とし、ったもともと苔状線維の投射の少
ない層ではほとんど蛍光が見られなかった。しかし、ピロカルピン投与を行ったグループ
では SE . non-SE ともに Stratum radiatum、 Stratum pyramidalθ、 Stratum oriens で
の SpH 蛍光強度の増加が認められた。
考察
苔状線維シナプス前終末の小胞には亜鉛トランスポーター (ZnT3)が存在し、これにより
小胞内の亜鉛が高濃度に保たれていると考えられている。 SE グループにおいて TSQ の蛍
光を伴わない SpH の蛍光が示されたことは、 Znt3 が豊富に存在する小胞とそうでなし、小
胞が存在し、シナプスの小胞形成と亜鉛の集積はそれぞれ独立して制御されている可能性
を示唆している。
ピロカルピン投与動物の CA3 各層において SpH 蛍光強度の増加が見られたが、これら
の領域はもともと亜鉛の濃度が相対的に高い領域であり、亜鉛染色を用いて苔状線維の投
射を評価するのが難しい領域であった。 SpH は高感度なシナプス小胞マーカーとして、側
頭葉てんかんにおける苔状線維シナプスの異所性投射を解明するうえで有用な手法であり、
これを用いることで異所性投射が CA3 領域広範にわたって形成されている可能性が示唆
された。
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論文審査結果の要旨
側頭葉てんかんは大人のヒトの難治性てんかんにおいてもっとも多くみられるタイプのてんかん
の一つで、ある。ヒトの側頭葉てんかん患者やげっ歯類のモデル動物で、は、海馬歯状回の頼粒細胞
から伸びる苔状線維シナプスの再構築が起きていることが報告されている。この再構築された苔
状線維は、通常の苔状線維で見られる CA3 領域への投射に加え、通常はほとんど見られない歯状
囲内分子層への投射に特徴がある。しかし、先行研究のほとんどは、苔状線維に亜鉛が多く含ま
れることを利用した亜鉛染色法に依存しているので、よりより直接的・特異的な同定法が必要で
ある。本研究では、シナプス小胞タンパク質の V訓P-2 と GFP 誘導体のフルオリンの融合タンパク
質、シナプトフルオリンを苔状線維終末の同定に用いた。具体的には、脳機能解析分野で作製し
た thyl-シナプトフルオリントランスジェニックマウスの 1 系統 (TV-42) を実験に用いた。このマ
ウス海馬においては、歯状回頼粒細胞と CAl 錐体細胞特異的にシナプトフルオリンが発現してい
ることが報告されている。その結果、ピロカルピンを用いたてんかんモデルにおいて、シナプト
フルオリン蛍光が歯状回内分子層に異所性に出現することが認められたが、その分布は、同時に
おこなった亜鉛染色の分布と必ずしも一致しなかった。また、 CA3 領域においても、シナプトフル
オリン蛍光領域の拡大が認められた。これは、これまでに報告のない、新発見であり、海馬の広
い領域にわたってシナプスが新生されていることを示唆するものである。また、このことが、ピ
ロカルピン投与をおこなったほとんどすべてのマウスにおいて、症状の軽重によらず認められた
ことは、たった一度の薬剤暴露で、神経回路の再構築が行われることを示唆するものであり、大
きなインパクトを与えるものである。しかし、実験例を増やすとともに、軸索投射の詳細につい
て、さらに研究を進めることが重要である。しかし、以上の所見は、学位申請者が自立して研究
活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを示している。したがって，伊藤信提出
の論文は，博士(生命科学)の博士論文として合格と認める。
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